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研究成果の概要（和文）：本研究は、免疫機能食品への応用をめざし、腸管免疫応答における新規細胞間相互作
用、およびそれに対する腸内共生菌、食品成分による制御を明らかにすることを目的とした。まず、高い制御性
T細胞誘導能を有するマウス腸間膜リンパ節樹状細胞のサブセットについて解析し、また食物アレルギーの抑制
機構である経口免疫寛容において誘導される2種類の制御性T細胞群のDNAマイクロアレイ解析を行った。さら
に、樹状細胞、T細胞、B細胞の共培養系を用いて、食品として利用される乳酸菌体による、濾胞性ヘルパーT細
胞の誘導促進機構について解析した。また、腸管免疫系における自然リンパ球の腸内細菌菌体刺激に対しての応
答性も解析した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate novel interactions of intestinal 
immune cells to develop immunomodulating functional foods. We firstly examined the dendritic cell 
subset of mouse mesenteric lymph node with high regulatory T cell inducing function. Then, we 
examined the gene expression profiles of two regulatory T cell populations induced in oral tolerance
 by DNA microarray. Furthermore, the mechanism of induction of T follicular helper cells by lactic 
acid bacteria for food was examined in an in vitro culture with dendritic cells, T cells and B 
cells. Finally the responses of innate lymphoid cells of gut-associated lymphoid to intestinal 
bacteria were examined.

研究分野： 食品免疫学
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１．研究開始当初の背景 
近年，食品成分が免疫系に作用することが

示され、これらを利用した新規機能性食品の
開発が進められている。腸管には最大級の免
疫系が存在し、食品成分の作用をうけるのは
この腸管免疫系である。この腸管免疫応答に
おいて、腸管独特の免疫細胞が関与すること
が明らかになっており、この中で、今まで解
明されていなかった新規の細胞間の相互作
用が明らかになりつつある。これらの新規細
胞間相互作用は、腸内共生菌、食品成分によ
る制御を受けると考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究は、腸管免疫応答における新規細胞

間相互作用、およびそれに対する腸内共生菌、
食品成分による制御を明らかにし、免疫機能
食品開発へ応用をめざすものである。我々は
これまでに (1)感染防御や腸内共生菌を担う
IgA抗体産生、および食物アレルギーの抑制機
構である「経口免疫寛容」それぞれに重要な
腸管樹状細胞 (2)経口免疫寛容に関わる制御
性T細胞 (3)IgA産生誘導などに関係する腸管
の自然リンパ球等の腸管免疫系に特徴的な免
疫細胞を研究対象として新知見を得てきた。
本研究では、腸管免疫系の細胞群の新規相互
作用を解明、これら細胞の腸内共生細菌、食
品因子に対する応答性について検討し、腸管
免疫細胞の相互作用を新たな作用点とした新
規免疫機能食品の開発につながる基盤研究を
行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 腸間膜リンパ節樹状細胞による制
御性 T細胞誘導の解析 
BALB/c マウスの腸間膜リンパ節細胞か

ら CD11c+細胞として樹状細胞を分離し、
CD11b, CD103, PD-L1 の発現により規定され
る各樹状細胞サブセットの細胞表面分子発
現をフローサイトメーターにより解析した。
また、蛍光セルソーターを用いて、各樹状細
胞サブセットを精製した。 
精製された腸間膜リンパ節樹状細胞各サ

ブセットの細胞を、卵白アルブミン(OVA)特
異的 T 細胞抗原レセプター(TCR)を発現する
DO11.10 TCR トランスジェニックマウス由来
脾臓 CD4+T 細胞と OVA 抗原ペプチド存在下培
養した。その後、CD4+T 細胞の細胞内 Foxp3
をフローサイトメーターにて解析すること
により、制御性 T細胞の誘導を解析した。ま
た、本培養系に抗 PD-L1 抗体、抗 PD-L2 抗体
を添加して影響をみた。 
また、OVA を飲水に添加して投与した

BALB/c マウス腸間膜リンパ節から各樹状細
胞サブセットを精製し、in vitro において、
DO11.10 TCRトランスジェニックマウスCD4+T
細胞と培養することにより、in vivo で取り
込んだ抗原の抗原提示能を評価した。 
 
(2) 経口免疫寛容における制御性 T 細

胞の解析 
DO11.10 TCR トランスジェニックマウスに

おいて、OVA 含有水の摂取により経口免疫寛
容が誘導される。本マウスに OVA を経口摂取
さ せ 、 CD62Lhigh/intCD44intT 細 胞 と
CD62LlowCD44highT 細胞を蛍光セルソーターに
より精製し、これら２種類の制御性 T 細胞、
および未感作CD4+T細胞の遺伝子発現を DNA
マイクロアレイにより検討した。 

また、卵白食を摂取させることにより
アレルギー症状を呈する OVA 特異的 TCR
ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス で あ る
RAG2-/-OVA23-3 マウス由来 CD4+T 細胞を抗
原提示細胞存在下様々な濃度の OVAにて
抗原刺激し、培養上清中のインターロイ
キン(IL)-4 を ELISA にて、また CD4+T 細
胞の Foxp3 発現をフローサイトメーター
により解析した。 
 
(3) 樹状細胞、CD4+T 細胞、B細胞の培養系に
おける菌体成分による濾胞性ヘルパーT 細胞
の誘導 
BALB/c マウスパイエル板より樹状細胞と

して CD11c⁺細胞、脾臓より B細胞として IgM⁺
細胞、DO11.10TCR トランスジェニックマウス
脾臓より CD4⁺T 細胞を精製し、これらを共培
養した。OVA 抗原ペプチド、腸内細菌成分の
モデルとしての CpG オリゴ DNA、そして食用
乳酸菌の加熱死菌体を添加した。濾胞性ヘル
パーT 細胞は CXCR5⁺PD-1high の表現型を示す
ため、CD4⁺CXCR5⁺PD-1high細胞を濾胞性ヘルパ
ーT細胞様細胞とし、CpG、乳酸菌体刺激時の
T 細胞中に占めるこの細胞群の割合の変化を
フローサイトメトリーを用いて解析した。ま
た、この細胞群の Bcl-6 発現も解析した。さ
らにこの培養に抗 IL-6 抗体を添加し、影響
をみた。一方で、樹状細胞、B 細胞を単独で
培養し、CpG オリゴ DNA、乳酸菌体を添加し、
培養上清中の IL-6 産生を ELISA にて測定し
た。 
 
(4) 腸管免疫組織の自然リンパ球の腸内細
菌刺激に対する応答性の解析 
BALB/c マウスよりパイエル板、盲腸リンパ

節、結腸リンパ節を摘出し、各リンパ節細胞
をマウス腸内細菌分離株の Bacteroides加熱
死菌体, Lactobacillus 加熱死菌体と共培養
した。培養後の細胞についてフローサイトメ
トリーにより、自然リンパ球中の IL-5 産生
細胞割合の解析を行った。自然リンパ球は、
細胞系列マーカー分子 (CD3, CD4, CD5, CD8, 
CD11b, CD11c, CD19, B220, IgD, IgM, 
TER-119, FcεRIα, Gr-1) を発現せず、CD25
を発現する細胞として規定した。 
 
４．研究成果 
(1) 制御性 T 細胞誘導における新規細胞間相

互作用の解析 
免疫抑制機能を有する制御性 T細胞は、ア

レルギーや炎症の抑制効果が期待される。そ



こで制御性T細胞誘導における腸管免疫細胞
間相互作用の解析を進めた。 

マウス腸間膜リンパ節樹状細胞の制御性 T
細胞誘導能について、CD11b-CD103+PD-L1high

サブセットの in vitro における制御性 T 細
胞誘導能が高いことを見出していたが、さら
に詳細に検討した。まず本サブセットの細胞
表面分子発現について検討したところ、
CD11b-CD103+PD-L1highサブセットは、PD-L2、
CCR7、XCR1 を発現し、CD172a を発現しなか
った。また本サブセットの制御性 T細胞誘導
能は、抗 PD-L1 抗体、抗 PD-L2 抗体を添加し
ても影響がなく、制御性 T細胞誘導にこれら
の分子が直接関わらない可能性が示された。
一方でこの樹状細胞サブセットは、CCR7 を発
現することから移動性の樹状細胞と考えら
れたが、抗原を経口投与されたマウス由来の
CD11b-CD103+PD-L1high樹状細胞は、培養中で経
口投与抗原特異的な CD4+T 細胞の増殖を誘導
した。これらの結果から、このサブセットが
経口投与抗原を取り込み、腸間膜リンパ節に
移動することが示唆された。 

経 口 免 疫 寛 容 状 態 に お い て は 、
CD62Lhigh/intCD44int CD4+T 細胞、CD62LlowCD44high 
CD4+T 細胞の 2 種類の制御性 T 細胞群が誘導
されることをこれまでに明らかにしている。
これらの細胞について発現遺伝子のDNAマイ
ク ロ ア レ イ 解 析 を 行 っ た と こ ろ 、
CD62LlowCD44high CD4+T 細胞のケモカインレセ
プターの発現が高いことが示され、この細胞
群が各組織に移動して免疫抑制活性を発揮
することが示唆された。 

また、卵白食摂取で食物アレルギーを発症
する RAG2-/-OVA 23-3 マウスについて、本マ
ウス未感作CD4+T細胞を in vitroで様々な濃
度で抗原刺激した場合、IL-4 が高産生される
一方、Foxp3+CD4+T 細胞がほとんど誘導されな
かった。このような CD4+T 細胞の性質がアレ
ルギー発症に関わる可能性が示唆された。 
 
(2) 腸管 IgA 抗体産生における新規細胞間相

互作用の解析：乳酸菌による濾胞性ヘル
パーT細胞の誘導促進 

 腸管の IgA 抗体は、感染防御や腸内共生菌
の制御に重要である。この IgA 抗体を増強す
ることにより、感染防御機能の向上が期待で
きる。一方で、この IgA 抗体産生に重要であ
ることが最近知られるのが、濾胞性ヘルパー
T細胞である。 
そこでまず、樹状細胞、T 細胞、B 細胞の

相互作用により濾胞性ヘルパーT 細胞誘導を
観察できる細胞培養系を作製し、さらに、乳
酸菌刺激による濾胞性ヘルパーT 細胞の誘導
の促進について検討した。 
マウス小腸パイエル板由来樹状細胞、CD4+T

細胞、B 細胞の共培養系において、CpG オリ
ゴ DNA 等の微生物由来刺激により、濾胞性ヘ
ルパーT 細胞の表現型を示す細胞の誘導が促
進されることを見出した。本培養系にて、CpG
オリゴ DNA 存在下、食品として利用される乳

酸菌体を添加すると、濾胞性ヘルパーT 細胞
の表現型を示す細胞の誘導が促進され、濾胞
性ヘルパーT 細胞に高発現する Bcl-6 の発現
も確認された。本培養系における、乳酸菌体
の添加による濾胞性ヘルパーT 細胞誘導は、
抗 IL-6 抗体の添加により阻害された。一方
で、樹状細胞、B 細胞それぞれの単独培養に
て、CpG オリゴ DNA 存在下、乳酸菌体を添加
すると、IL-6 が産生された。以上の結果から、
乳酸菌による濾胞性ヘルパーT 細胞の誘導に、
これらの細胞の産生する IL-6 が関わること
が示唆された。 
 

(3) 腸管免疫組織の自然リンパ球の腸内細
菌刺激に対する応答性の解析 
マウスパイエル板細胞、盲腸リンパ節細胞、

結腸リンパ節細胞中で、腸内細菌菌体刺激に
対して自然リンパ球が IL-5 を産生すること
が観察された。これら腸管免疫組織の自然リ
ンパ球が生体内で腸内共生菌に対して IL-5
を産生することが示唆された。 
 
(4) まとめ 
以上、本研究では、免疫抑制機能を有する

制御性T細胞誘導における腸間膜リンパ節樹
状細胞と T細胞の相互作用、抗体産生に重要
な役割を果たす、濾胞性ヘルパーT 細胞誘導
における樹状細胞、T 細胞、B 細胞の相互作
用に対する食用乳酸菌の作用、また腸管免疫
組織自然リンパ球の腸内細菌に対する応答
性等に関して、新たな知見を得た。本研究の
成果は、腸管免疫系における細胞間相互作用
を標的とした新たな免疫機能食品開発に有
用と考えられる。 
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